骨髓增生异常综合征（MDS）是一组起源于造血干细胞的异质性疾病，主要特征为血细胞减少、形态发育异常以及易于转化为急性髓系白血病。MDS患者的生存期差异很大，从数月到接近十年不等，因此需根据预后分组制定分层治疗策略。对于非5q−综合征及不适用造血生长因子治疗的国际预后积分系统（IPSS）低危／中危-1 MDS患者，免疫抑制治疗（IST）为推荐的治疗方法[@b1]--[@b2]。我们曾经报道环孢素（CsA）联合低剂量沙利度胺治疗MDS患者获得了较好的疗效且耐受性良好[@b3]。本研究我们对该方案治疗IPSS低危/中危-1 MDS患者疗效的影响因素进行初步探讨。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：以2001年4月至2013年6月我院诊治的初治、原发性MDS患者为研究对象，诊断均符合文献[@b2]标准。纳入标准：①骨髓原始细胞比例\< 5%；②年龄≥18岁；③体力状态符合东部肿瘤协作组（ECOG）评估标准0\~2级；④无肝、肾等重要脏器基础疾病，无血栓病史；⑤IPSS危险度评分为低危或中危-1；⑥2个月之内未应用除输血支持之外的其他针对MDS的治疗；⑦绝经前女性妊娠试验阴性，并采取良好的避孕措施。排除单纯5q−患者。所有患者治疗前完成血细胞计数及分类，骨髓穿刺涂片及分类计数，骨髓细胞免疫表型分析，造血干/祖细胞培养，骨髓活检，染色体核型分析，血清叶酸、维生素B~12~、铁蛋白、红细胞生成素（EPO）水平测定，心、肝、肾功能检查等基线评估。

2．治疗方案：所有患者均接受口服CsA联合沙利度胺治疗。CsA的起始剂量为3 mg·kg^−1^·d^−1^，2周后检测CsA血药浓度，并根据血药浓度调整CsA剂量，维持谷浓度为100\~200 µg/L，最终CsA的用量为3\~5 mg·kg^−1^·d^−1^。沙利度胺的用药剂量为50 mg，每日睡前口服。治疗12周后未达血液学改善（HI）则改用其他治疗方案，HI患者如无3级以上药物不良反应，持续服用至HI后进展或复发。

3．疗效评定：按国际工作组（IWG) 2006疗效评定标准[@b4]判断疗效。治疗8周后进行疗效评价，若未达到HI则延续到12周进行评价。若12周后患者仍未达HI，判定为无效。HI后满足以下任意一项条件定义为HI后进展或复发：①中性粒细胞绝对计数（ANC）或PLT较最佳疗效时下降≥50%；②HGB减少≥15 g/L；③出现输血依赖。患者从达到HI标准到HI后进展或复发的时间定义为疗效持续时间。红细胞输注依赖定义为HGB≤90 g/L的患者每月至少需要输注不少于2个单位红细胞。不良反应分级依据美国国立肿瘤研究所常见毒性标准（version 3.0）进行判定。

4．cereblon基因rs1672753位点基因型分析：取患者初诊留存骨髓单个核细胞标本，用血液基因组DNA提取试剂盒\[爱思进生物技术（杭州）有限公司产品\]提取基因组DNA。PCR引物：上游引物：5′-GCAGGCCTGTAATTGTCCCT-3′；下游引物：5′-GCAACAGAGCAGCGAAGAAA-3′。PCR体系：DNA 50\~100 ng, 2×Taq PCR Master Mix\[天根生化科技（北京）有限公司产品\]15 µl，上下游引物各0.5 µl，补去离子水至30 µl。反应条件：94 °C预变性5 min；94 °C变性30 s，55 °C退火30 s, 72 °C延伸30 s，共35个循环；72 °C延伸7 min。PCR扩增产物经回收、纯化后用ABI 3700测序仪（美国Agencourt Bioscience公司产品）以末端标记双脱氧法进行双向测序，用Mutation Surveyor软件分析测序结果，确定患者该位点基因型。

5．随访：所有病例均随访至2014年12月31日，随访资料来源于患者的门诊、住院病历资料及电话随访记录。观察患者的血常规、红细胞和血小板输注量和频率，肝肾功能以及生存状况，评估血液学反应及药物不良反应。总生存（OS）时间定义为从确诊至随访截止日期或患者死亡的时间。

6．统计学处理：采用SPSS 18.0软件进行统计分析。数据用中位数（范围）表示，计量资料采用Mann-Whitney *U*检验、分类变量采用*χ*^2^检验进行比较，采用Kaplan-Meier法进行生存分析，采用Log-rank检验进行单因素比较。对所有单因素分析有统计学意义的指标采用COX回归风险模型进行多因素分析，以确定独立预后因素。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．临床特征：共纳入76例患者，其中男48例，女28例，中位年龄41(18\~70）岁。初诊时HGB中位数为67（24\~124) g/L、ANC中位数为0.91（0.14\~4.79）×10^9^/L、PLT中位数为52(6\~244）×10^9^/L。58例（76%）患者存在红细胞输注依赖、57例（75%）PLT\< 100×10^9^/L、42例（55%）ANC\<1.0×10^9^/L，22例（29%）骨髓增生极度低下。WHO分型：难治性贫血（RA）4例（5%）、难治性贫血伴环状铁粒幼红细胞（RARS) 3例（4%）、难治性血细胞减少伴多系发育异常（RCMD）69例（91%）。IPSS分组：低危2例（3%）、中危-1 74例（97%）。修订的IPSS(IPSS-R）分组：低危22例（29%）、中危47例（62%）、高危7例（9%）。IPSS-R细胞遗传学分组：良好49例（65%）、中等27例（35%）。62例患者检测了阵发性睡眠性血红蛋白尿（PNH）克隆，2例患者有PNH克隆。

2．疗效评价：全部76例患者中，40例（53%）获得HI, 36例（47%）无效，HI及无效患者一般临床特征差异均无统计学意义（[表1](#t01){ref-type="table"}）。73例患者治疗前HGB \<110 g/L，治疗后31例（43%）获得红系反应（HI-E）；50例患者治疗前ANC\<1.0×10^9^/L，治疗后15例（30%）获得中性粒细胞反应（HI-N）；58例患者治疗前PLT \<100×10^9^/L，治疗后18例（31%）获得血小板反应（HI-P）。31例患者染色体核型异常，其中单纯8号染色体三体13例，HI率与其他患者比较差异无统计学意义（*P*=0.968）；del(20q）4例，其中3例获得HI-E; 14例根据IPSS-R细胞遗传学分组均为预后中等组，其中9例获得HI, 5例无效。2例合并PNH克隆的患者均获得HI，且三系均获得反应。

###### 环孢素联合沙利度胺治疗国际预后积分系统低危／中危-1骨髓增生异常综合征不同疗效患者临床特征比较

  组别                                       血液学改善(40例)   无效(36例)   *P*值
  ------------------------------------------ ------------------ ------------ -------
  年龄\[岁，中位数（范围）\]                 40(18\~64)         41(19\~70)   0.799
  IPSS-R分组\[例(％)\]                                                       0.870
   低危                                      13(32.5)           9(25.0)      
   中危                                      21(52.5)           26(72.2)     
   高危                                      6(15.0)            1(2.8)       
  是否红细胞输注依赖\[例(％)\]                                               0.426
   是                                        32(80.0)           26(72.2)     
   否                                        8(20.0)            10(17.8)     
  红细胞输注依赖时间\[月，中位数（范围）\]   3(1\~36)           5(1\~120)    0.122
  骨髓增生程度\[例(％)\]                                                     0.191
   低下                                      9(22.5)            13(36.1)     
   正常/活跃                                 31(77.5)           23(63.9)     
  细胞遗传学分组\[例(％)\]                                                   0.393
   良好                                      24(60.0)           25(69.4)     
   中等                                      16(40.0)           11(30.6)     
  染色体核型是否异常\[例(％)\]                                               0.249
   是                                        19(47.5)           12(33.3)     
   否                                        21(52.5)           24(67.7)     
  rsl672753基因型\[例(％)\]                                                  0.728
   A/A                                       28(70.0)           25(69.4)     
   A/G                                       6(15.0)            3(8.4)       
   G/G                                       0                  1(2.8)       
   未检测                                    6(15.0)            7(19.4)      
  是否为8号染色体三体\[例(％)\]                                              0.968
   是                                        7(17.5)            6(16.7)      
   否                                        33(82.5)           30(83.3)     
  血清铁蛋白水平\[例(％)\]                                                   0.184
   ≥500 µg/L                                 15(37.5)           19(52.8)     
   \< 500 µg/L                               25(62.5)           17(47.2)     
  有无PNH克隆\[例(％)\]                                                      0.222
   有                                        2(5.0)             0            
   无                                        29(72.5)           31(86.1)     
   未检测                                    9(22.5)            5(13.9)      

注：IPSS-R：修订版国际预后积分系统；PNH克隆：阵发性睡眠性血红蛋白尿克隆

40例HI患者中位起效时间为12(4\~12）周，达到最佳疗效的中位时间为12(8\~48）周，总体中位有效持续时间为22(1\~131^+^）个月。HI-E中位持续时间为35(2\~131^+^）个月，HI-N及HI-P的中位持续时间未达到。单因素分析显示骨髓原始细胞≤2％患者疗效持续时间更长（*P*=0.010），疗效持续时间与骨髓增生程度（*P*=0.257）、IPSS-R分组（*P*=0.059）、有无染色体核型异常（*P*=0.525）、是否为8号染色体三体（*P*=0.551）、血清铁蛋白水平（*P*=0.320）之间无明显相关性。

3．不良反应评价：3例（4%）患者在治疗期间出现血清肌酐升高，减少CsA剂量或停药后肾功能恢复正常，未发现3\~4级肾功能损害。14例（18%）患者出现1级转氨酶升高，经保护肝细胞治疗后好转，无需停药。无一例患者出现深静脉血栓事件。

4．cereblon基因rs1672753位点基因型与疗效关系分析：63例有骨髓单个核细胞标本的患者进行了cereblon基因rs1672753位点基因型分析，A等位基因的频率为91%，G等位基因的频率为9%，与我国汉族人群中该位点多态性分布（93.3％和6.7%，国际千人基因组计划）比较，差异无统计学意义（*P*= 0.564）。A/A基因型53例，A/G基因型9例，G/G基因型1例。cereblon基因rs1672753位点G等位基因与患者HI（*P*=0.677）、HI-E（*P*=0.942）、HI-N（*P*= 0.414）、HI-P（*P*=0.962）及疗效持续时间（*P*=0.229）之间均无明显相关性。

5．生存分析及影响生存的因素：76例患者均进行了随访，中位随访时间为33(4\~166）个月。9例患者接受了异基因造血干细胞移植，1例患者移植后死亡，其余8例均存活且血常规恢复正常。我们将未接受造血干细胞移植的67例患者纳入生存分析，中位OS时间为82(95%*CI* 38\~126）个月，5年OS率为63%（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。HI患者中位OS时间未达到，无效患者的中位OS时间为40(95%*CI* 4\~76）个月，差异无统计学意义（*P*=0.137）。单因素分析示骨髓原始细胞≤2%（*P*=0.005）、HI-N（*P*=0.034）、IPSS-R分组（*P*= 0.027）和年龄≥60岁（*P*\<0.01）是影响MDS患者生存的因素（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。进一步采用COX回归行多因素分析，结果显示IPSS-R分组（*HR*=3.461，95%*CI* 1.126\~10.639，*P*=0.030）、年龄≥60岁（*HR*=4.120，95% *CI* 1.070\~15.867，*P*=0.040）和HI-N（*HR*=7.733，95% *CI* 1.007\~59.396，*P*=0.049）为影响患者生存的独立预后因素。

![环孢素联合沙利度胺治疗67例国际预后积分系统低危／中危-1骨髓增生异常综合征患者总体生存曲线](cjh-36-11-942-g001){#figure1}

![影响国际预后积分系统（IPSS）低危／中危-1骨髓增生异常综合征患者生存因素分析\
A：骨髓原始细胞比例对生存率的影响（*P*=0.005）；B：是否获得中性粒细胞反应（HI-N）对生存率的影响（*P*=0.034）；C：修订的IPSS（IPSS-R）分组对生存率的影响（*P*=0.027）；D：年龄对生存率的影响（*P*\<0.001）](cjh-36-11-942-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

目前研究显示患者年龄、染色体核型、血细胞减少程度以及骨髓原始细胞比例是影响MDS患者预后的主要因素[@b5]。目前广泛应用的预后积分系统包括IPSS[@b6]以及IPSS-R[@b5]。IPSS低危／中危-1 MDS患者预期寿命较长，因此对这类患者的治疗目标为提高血细胞计数、减少输血依赖及提高生活质量。

MDS作为一种骨髓造血衰竭性疾病，IPSS低危/中危-1 MDS患者骨髓造血衰竭的始动因素是免疫调节异常导致体内正常造血干细胞和MDS克隆过度凋亡[@b7]。抗胸腺细胞球蛋白（ATG）单独或联合CsA的IST对较低危MDS总体有效率为20%\~50%，且IST与单纯支持治疗相比显著地延长了IPSS低危/中危-1 MDS患者的生存时间（9.2年对5.2年）[@b8]--[@b9]。本文我们报道了CsA联合沙利度胺治疗IPSS低危／中危-1 MDS患者的长期随访结果，HI率为53%，27例（46%）红细胞输注依赖患者获得HI-E并脱离血制品输注，5年OS率为63%。证实CsA联合沙利度胺可以作为MDS患者，尤其是伴有血细胞减少的IPSS低危／中危-1患者的治疗选择之一。

MDS的治疗方案制定除依据IPSS（-R）、患者年龄、一般状况和合并疾病指数分组外，还需特定治疗方案的疗效预测模型。已有研究组曾纳入患者年龄、发病时间、HLA-DR表型、骨髓增生情况等临床特征作为IST(ATG单独或联合CsA）治疗MDS患者的疗效预测指标[@b10]--[@b12]，但未能得到广泛验证。本研究中，单因素分析显示骨髓原始细胞≤2％与较长的治疗反应持续时间相关，但在多因素分析中未能得到验证，考虑为病例数尚少。

近年来免疫调节药物沙利度胺和来那度胺在多种血液系统疾病如多发性骨髓瘤[@b13]、MDS[@b14]--[@b15]中均取得了一定的疗效。但是在非5q−的IPSS低危/中危-1 MDS患者中单用沙利度胺的有效率仅有16%\~30%，且疗效持续时间往往较短[@b16]。E3泛素连接酶cereblon被认为是沙利度胺致畸性以及免疫调节药物细胞毒性的直接作用靶点[@b17]--[@b18]，近期有研究发现该基因rs1672753位点的G等位基因与应用来那度胺治疗非5q−低危/中危-1 MDS患者的疗效相关，cereblon基因rs1672753位点的G等位基因或可作为来那度胺治疗非5q−低危／中危-1 MDS患者的疗效预测指标[@b19]。本研究中，我们对63例患者进行了该位点基因型检测，但发现G等位基因与患者的HI率及疗效持续时间无明显相关性。分析可能原因有：①cereblon基因rs1672753位点基因型在不同人种中的分布不同；②虽然cereblon基因均是沙利度胺和来那度胺的作用靶点，但不能排除沙利度胺与来那度胺在治疗MDS时的作用机制有所不同；③我们采用CsA与沙利度胺联合治疗，与单药治疗相比，影响疗效的因素可能更加复杂。

总之，本研究结果再次肯定了CsA联合沙利度胺治疗IPSS低危／中危-1患者（非5q−）的有效性和安全性，但在此组患者中未能验证cereblon基因rs1672753位点基因型对疗效的预测价值。鉴于本研究样本量有限且为回顾性研究，有待更大系列随机对照临床试验进一步验证该治疗方案的有效性及安全性，并探寻疗效预测的指标。
